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Erfindungsanspruch: 

1. Verfahren zur Aktlvierung von hydroxylgruppenhaltlgen polymeren Verbindungen und daraus 
gebildeten Festk5rperoberflachen, dadurch gekennzeichnet, daB das symmetrische 
Kohlensiurediesterderallgen.elnen Formel RO-CO-OR oder Chlorameisensaureester der 
alJgemeinen Formal CI-CO-OR, wobei der Rest R eine elektronenanzrehende Gruppe darstellt, 
gegabenenfalls Phosgen gemeinsam mit einem Phenol Oder einem N-substituierten 
Hydroxylamin, in Gegenwart von zur Bildung von reaktiven Acyllumsalzen befahigen 
supernucleophilen Aminen im Verhaitnis von 0,01 bis 2,5 Mol Amin pro Mol Kohlensaurediester 
und gegebenenfalls einem weiteren der Gruppe starker Basen zugehdrenden tertiaren Amin im 
Verhaitnis 0,1 bis 2,5 Mol Amin pro Mol Kohlensaurediester In wasserfreien organischen 
Losungsmitteln bei Temperaturen von 0 bis 100°C mit den hydroxylgruppenhaltlgen Polymeren 
bzw. den daraus gebildeten Festkorperoberflachen umgesetzt warden. 

2. VerfahrennachAnsproch1,dadurchgekennze^ 

mit hydroxylgruppenhaltigen Polymeren oder daraus gebildeten festkorperoberflachen in 
Gegenwart von supernucleophilen Aminen und gegebenenfalls weiteren tertiaren Aminen 
umgesetzt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB die Chlorameisensaureester mit 
hydroxylgruppenhaltigen Polymeren oder daraus gebildeten Festkorperoberflachen in Gegenwart 
von terti8ren carbonatbiidenden Aminen und/oder supernucleophilen Aminen zur Reaktion 
gebracht werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der fflr die Polymers ktivierung 
eingesetzte Chlorameisensaureester in Gegenwart des Polymers aus Phosgen und einem 
substituierten Phenol oder N-substituiertem Hydroxylamin intermediar gebildet und ohne 
Isolierung mit dem Polymer zur Reaktion gebracht wird und tertifire carbonatblldende Amine 
und/oder supernucleophile Amine als Reaktanden eingesetzt werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als supernucleophile Amine 
Verbindungen w?e 4-Dimethylaminopyrid ! n {DMAP),4-Pyrrolidinopyridin (PPY), N- 
Methylimid* zol, Diazabicyclo[5.4.0Jundecen (DBU), 4-Morpholinopyridin, 
Diazablcyclo[2.2.2]octan (DABCO) eingesetzt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB tertiare Amine wie TriethylamSn, 

N-Methylmorpholin, NpN-Dimethylanilin oder andere heterocyclische Amine wie Pyridln, Picoline, 
N-Methyipioaridin, bz\ /. supernucleophile Amine nach Anspruch 7 eingesetzt werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 5 und 6, dadurch gekennzeichnet, daB pro Mol symmetrischer 
KohlensSurediester 0,01 bis 2,5 Mol, vorzugsweise 0,2 bis 1,2 Mol supernucleophfles Amit: und 
gegebenenfalls 0,1 bis 23 Mol tertiares Amin (bevorzugt 0,8 bis 1,5 Mol) eingesetzt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, 3, 5 und 6, dadurch gekennzeichnet, daB pro Mol 
Chlorameisensaureester 0,1 bis 2,5 Mol, vorzugsweise 0,8 bis 1,5 MH carbonatbildendes Amin 
und/oder 0,02 bis :t # 5 Mol, vorzugsweise 0,1 bis 0,5 Mol supernucleophiles Amin verwendet 
werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 1, 4, 5 und 6, dadurch gekennzeichnet daB bei einem Verhaitnis von 
Phosgen zu Phenol bzw. N-substituiertem Hydroxylemin von 1,0 zu 0,5 bis 2,0 ein Einsatz von 
carbonatbiidenden tertiaren Aminen von 1,0 bis 2,5 Mol pro Mol Phosgen und/oder 0,02 bis 
2,5 Mol supernucleophiles Amin pro Mol Phosgen erfolgt. 

10. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet daB in den zur Anwendung 
kommenden symmetrischen Kohlensaurediestern, ChlorameisensSureestern und Phenolen bzw. 
N-substituierten Hydroxylaminen der Rest R eine Succinimidyl-, PhthalimidyK 5-Norbornen-2,3- 
dicarboximldyl-, p-Nitrophenyl- und andere substituierte Phenyls ste bedeuten kann. 

11. Verfahren nach Anspruch 1 bis4,dadurchgekennzeichnet,daBdieTemperaturbeiderZugabeder 
Losungen der Kohlensaurediester, CWorameisensaureester bzw. des Phosgens und der 
anschlieBenden Reaktion zwischen 0 und 100°C, vorzugsweise 4 bis 60°C gehalten wird und der 
Umsatz nach 10 bis 120 Minuten abgeschlossen ist 

12. erfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet daB als Ldsungsmittel polare 
organische Verbindungen wie AwtonitriLDimethylsfjIfoxi^Tetrahydrofura^Aceto^Dioxanu.a. 
^erunpolare Verbindungen wie Benzen,Toluenu^ 

Chloroform, Methylenchlorid u.a. bzw. Gemische dieser Ldsungsmittel eingesetzt werden. 
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Anwenrfungsgebfat der Erflndung 

Anwandungagabieti, sind die BiotecHocloglo, die chemisehe und pharroezeutlsche Industrie sowia die wiSbenschaftlteM, 
^-^vonGrundiaganurKld*^^ 

Charaktarlrtlk der bekennten technfechen Usungen 

W^i^n^^K^ D G Dean 

^sSSxrd Uo a r^X n jS^^ ~ W-^nden nudeophl.en Ugandan. Die abends kovatenTe Binding 

mSeJan l2a1l^^^ 8Ueh uTT a ^ 0obar8,, -^'"tenTrSgernia.eriallen euf der Beabvon sX^e. 
We derzeit beaten Ergebnlsae warden jedoch durch die Aktivierung hydroxylgruppenheltiaer Traaer mit 

/-OH + O-CO-OR -» /- O-CO-OR 
tSSSZ? ,B ^ no, -, Bio "*' 24 ^9821 487) somen Cellulose und Spheron mi. N^Vdroxysueonimidyl- Trichtorphenvl 

Btrf der Fteaftion eines neuen ChloremeisensSureosters - N^(^rorcarbot^oxv)*norbornen.2 3-d[earho«im!H «u 

g^t^^ 

CW™^^ V °" °^' b °"r>fljuppen ™' Aminagmppen von Aminosflu™ und Peptide™ durch Rea'ktion mit 

ElnfQhrung von Schutzgmppen. AnstelledarChloramefsenaflureester warden auch symmetrische odar S^t^.^ 
^.ohler™ureestero<terein^ 



Boc-a+ WAP^BoROMAP^ta" 

Boc.OMAP**»C|l-> + HzN-R > BocHN-R + DMAP 

-HCI 



Die bisner bekannten Syntheeen von PoJymeren das Kohlensaurediestertvos f-cJSo-OR ^ rM~~ , - 

~ . , c- 
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Z elder Erffndung 

Ztel dar Erfindung isl es, sy mmelrische Kohfensiuredtester fur die Aktivierung von hydroxylgru ppenhalligon Polymeran und 
daraus gebildetan Festkdrperoberflachen {Matrices) durch Einhlhrung von OxycarbonylgruppBn (-CO-OR) bel milden 
Reektionsbedingungan einzusetzen und die deiur bendtigten Kohlensaurediester-Mengen bei Erreichung hoher 
Aktrvlerungsgrade mdgllchst goring iu halten. 

Dartegung dee Wesens der Erfindung 

Der Erffndung Qegt die Aufgabe zugrunds, die ReaktfvftStsymmetrischer Kohlensaurediester gegenOber 
hydroxyfgruppenhattiger Potymeren stark zu or hdhen. 

Die Aufgabe wird dadurch geldst, daB symmetrische KoNerrsauredtesteroVrallgemeinen Formal Rr>?0-OR. wobei dBr Rest R 
eine elektronenanziehende Gnjppe dsrstelJt, in Gegenwart von zur 81Idung von reaktiven Acyllumselzen befahigten 
supernucfeophiton Aminen Im Verhaltnis von 0,01 bis 2,5 Mot Amln pro Mol Xohlensaurediester und gegebenenfalls emem 
weiteren der Gruppe starker Basen zugehdrenden tertiaren Amin Im Verhaltnis 0,1 brs 2,5 Mol Amin pro Mol kohlensaurediester 
in wasserfreien org anise hen Losungsmlttein bel Tempereturen von 0 b Is 1QO*C mil uen hydroxytgruppenhaltigan Potymeren 
bzw. den daraus geWWaten Festkdrperoberflachen umgesetzt warden. Dabel istes auch rooglich, diese aymmetrischen 
KohIensauredi8sterintermBdwrzuWWen,2.Rausdenentsp 
gemelnsem mh emem Phenol odor efnem N-substltuierten Hydroxylamin. 

Ate hydroxytgruppenhaltige Porymere sind sowohl wasseridsllche els auch unl dslicha nalQrliche Polysaccharide und deren 
Derivate oder Hydroryseprodukte wie Cellulose, Agarose. Dextran, Starke, Mannan, Sepharose. Starkehydrorysaprodukte <SHP) 
u. a. oder synthetische Porymere wie Poiyvinylderlvale (Fractogel, Toyopearl), Viny lalkohol/Acrylnltril-Mischpolymorlsate, 
Spherone.Tiiaacryi, Poryvmylalkohol, Polyethytengtykol usw. In einar oder al ten erfindung sgerr. Wen Varianten der Aktivierung 
mft Kohlensauredlestern einsetzbar. Dabei konnen die Potymeren als sofche odar in Form daraus hergestellter Produkte wie 
Formk&rper (Parian}, Fas em, Gewebe, Fotlen odar Papier zur Reaktion gebracht warden. 

OieReaktionvonsym = Suednlrnicryh Phmallmldyl,&-Norbornen. 

2,3-dicarboxirmidyl., o- und p-Nitrophenyl- oder anderen subaffiuierten Pharrylresten kann In organischen Losungsmltteln wie 
Dimethy tsulfoxid, Acetonitnl, Tetrahydrofuran, Aceton, Pyridln oder aroma lischen Kohlenwasserstoffen wie Benzen und Toluen 
u.a. oder ahphatischen VerNndungen wie Hexan u.a. halogenlerten Kohlenwasserstoffen wfe Methyianchlorid, Chloroform, 
Tetrachforkohlenstoff u.a. durchgefOhrt warden. Dabei erfolgt im allgemeinen aber nur eine geringfOgige Substitution der 
^roxylgruppen durch -CO-OR, wenn hoho Reaktlonstemperaturen bzw, langa Reaktkmszeiten angewendet werden. wie am 
Belsptel der Reaktion dea N,N'-BisH5^rbomerh2,3>sucdnimidyl r -c8rbofiats in Tabeite 1 gezeigt wird. 
Durch Zuaatz von tertiaren Aminen wleTrielhylamin, Pyridln, N^-Dimethylanilin, N-Methylmorpholin u.a. istdio Umsetzung 
der Kohlensauredtester mit den hydroxylgruppenhaltigen Polymeren nicht oder nur unwesentfich zu beschleunigen {Tab. 1). 
Dagegen wird elne etarke Erhdhunn der Reaktionsgescrrwindigkeit und des erretebbaren SubstituHonsgrades bei Einwir kung 
von supemucleophilen Aminen wie 4-Dimethylamtnopyridin (DMAP), 4-Pyrrondlnopyridin (PPY), N-Methyiimidezol, 
DJa?abfcyclol5.4.0lundecen {DBU),4^V1orpho!lnopyrldin, Diazabicyclo[2.2.2)octan u.a. in einem Verhaltnis von 0,01 his 2.5 Mol 
Amin/Mol Carbonat erziett {Tab. 1 und Tab. 2). 

Dfe durch das supcrnucfeophHe Amln DMAP vermittelle Reaktion wird durch die gletehzeitige Anwesenheit starker Basen wia 
Triethylamln, N,N-Dlmethylanilln uaw. nicht beemfluBt (Tabelle 1). Da auch die supernudeophilen Amine in sehr kleinen 
Mengen nur geringe Wirksamkelt haben, liegt kelne echte kataiyUsche Wirkung der Amine vor {Tabelle 3). 
Das optimala molare Verhaltnis von symmeUischam Kohlensaurediester zu nucteophllem Amin im Hinblick auf die Erzielung 
einer hohen KoppJungskapazftat llegt bei 1,0 bis 5,0. 

Die Beschfeunigung der Reaktion von aymmetrischen Kohlenssurediestem mil OH-gruppenharagen Porymeren in Gegenwart 
supemucleophller Amine ermoglicht dir DurchfOhrung der Reaktion bei Raumtemperatur innerhalb von 10 bis 30 Minulen. Nur 
bei besonders wenlg roaktionsrshigan Polymeren let elne Temporaturerh6hung bis zu etwa 60°C erforderlich. 
Auch bei Herabsetzung der Reaktionstemperatur auf 4°C ist die Umsetzung bel reaktionsf ahigen Polymeren wie Sepharose und 
Cellulose schon nach 10 Minuten sbgeschiossen. 

Losungsmirtel wie Dloxan, Aceton, Acetonitril, Chloroform u.a. slnd «r die Erzielung hoher Kopptungskapezitfiten besonders 
gutgeefgnet (T«b,4Merioch isl die DurchfOhrung der Reaktion auch in belie bigenanderen wasserfreien Losungsmittetn moglich. 
AKohofe oder and are hydroxyJgruppenhaWge Losungsmittoi sind ungeeignei bzw. f Qhren zu niedrigen Kopplungskapazitateri. 
We Anwendungsbreite der Math ode wird ausTab.SersichUfch, In der die Ergebnisse der Aktivierung unterschiedlicher 
nydroxylgruppenhaltiger Polymers dargestellt sind. Sowohl natOrliche Poryseccharlde und deren Derivate (Sephadex, 
Sepharose) ab auch synthetische Tragermaterialien (Fractogel) ode. losirche Porymere wie Poryethyienglycol sind der ' m 
zuganglich. ^ 

Die Synthese und RalndarsteJIung der «r die PorymeralOivierung alngeseiztnn symmetrischen Kohlensaurediester kann auf 
einfacha Weise umgangen werden, denn elne gruBe Zahl von Chlorameisensaureastam reagiert in Gegenwart tertiarer Amine 
wieTnethylamin, N-MethytrnorphoDn, N.N-Dimethyianilin, Pyridin, Dimethyl aminopyridin u.a, zu symmeUtschen 
Kohlensaurediestern. 

Diese glattablaufende Reaktion bletetdU Moglichkert der Aku>riemngrwdroxylgiTjppenhalU Umsetzung mit 

Chlorameisen&aureeslem, elnem tertifire l Amln und einem der supernudeophilen Amine, die fur die Umsetzung von 
symmetrischen Kohtensauredlestern mit hydroxytgruppentragenden Verbindungen geetgnet sind tTab.7). 
Es erweist steh aJs zwecfcmaBig, elnen goring en molaren OberschuB an corbonatbildendem terti§ren Amin im Verhaltnis zum 
Chlorameisensaureester einzusetzen. Das supernucreophile Amln kann In einem Verhaltnis von 0.01 bis 1 Mol pro Mol 
ChlorameJsensaureester varilert werden, wo bei hdherer Amineinsalzeine deudicheSteigerung der Kopplungskapazitat bewirkt 
(Tabelle 8). 
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^.^^^^S d ( ?» ( < ? ,or8m8 sensfiuraostoralnaatees bewirkt eine Zunehme der Kopplungskapazttat, wie aus Taballe 9 
o 2 T? T* W<8 1,81 R8flkl,on ^ Kohlansaurediaater baobachtet, 1st balm Einsatz der supernucleophilen Amine die 
Reason bei Temperaturen von 4 bis 25"C fnnorhalb von 20 bis 30 Mlnuten beendeL Nur wenig raaktlonsf Shloe Polvmere 
erforaern hohero Tamparaturan (bis 60*C) und Reaktionszeiten von 1 bis 2 Stunden. 

Die AktMerungmittels Chloramafsensiuraaater ist auf unterschiedllche Gruppan hydroxylgruppenhaitiger Porymere 
anwendbar (s. Tab. 10). Die Eignung verachfadanar. supemudeophiler Amino zur Erzielung honor bis sehr hoher 
Koppkingskapazitalen wird durch die Ergebniase in Taballo 1 1 gezelgt, 

Wird die Urnsetzung von Chlorameisenaauroastarn mit hydroxyfgrupp an h alii gen Tragern ausschtie&lich mil ainem 
wTn^i. ^Kmathy laminopyridin. durchgefQhrt. wird bei dan oban beschriebenen garingan Amlneinsatzen 

SonSS 

Wird das i supernucfaophfie Amin jadoch in einem molarenObBrschuCgaganQbardem Chlorameisensaureaster eingeaatzt lauft 

ab d. h. dafi da 8 supamudeophile Amin aowohl die Biidung das symmetrischen Kohlensaurediesters als auch dessen Reaktion 

mil dam hydroxylgruppenhalugen Polymer bewirkt 

FQro^AldrviemngsmBWonmjtChloramo 

Keakuon yon symmetrischen Kohtensaurediestern mit rrydroxyJgnjppenhaHrgan Pnrymeren Anwendung linden 
^Ktmntnfc der Biidung von Chforameisensaureestarn aus Phenolen bzw. substituierten Kydroxylaminan - durch Reaktion mil 
31" L" G W*wnvon tertia ren Amfnen wie Triethylamin, N.N-Dlmethylanllin, N-Methytmorpholin u.a. ist es ebensogut 
mogllcb, dre oben geachilderta Aktrvlarung von hydroxytgruppanhaltigen Polymeren auch unter Umgehung der 
CnlCMamelsensauroesterisolierung durchzufuhren. 

Dazu i wfrd Bin aus dam hydroxylgruppenhaitigan Polymer, supemucleopbilsm Amin, und gegeben onfalls einem 

weueron tartifiran Amin und einem substituierten Phenol odar N-aubstitulerten Hydroxy lamin mil Phosgen umgosetzi. Durch die 
VV .rkung der KomNnation dieser Amine wird sehr schnatl eino Reaktionsketla mit dor intermodiaren Biidung von 

* ?-E!f f ^^^w' Kohlensaurediestor durchleufen, der seinerseits mit HHfe des supernucleophilen 
Amir* oleUbertragung der Oxycarbor^^ H H 

Diese Roaktionsf Ohrung hat den Vorteil, bilfige. kommerzieil erhahliche Ausgangsstoffe fur die Einf Ohrung von 
^ycarbonytgruppen in hydroxylgruppenhaJtlgo Matrices unter sehr scborienden Reaktionsbedingungen zu verwenden. 
Dar Okonomischa Vorteil diesor Verfahronswelse beeteht darubar hlnaus darin, daft die bei der Synthase von 
Chtoramaisensaureester odar Kohlensauredlestem auftretenden AusboutovorJuste varmieden werden, und die biiligen 
fixei^^ °** T SUl>5titul8rte "V^xylamine In hoher Ausbeute als Oxycarbonylgruppe in die 

^.f"^" 9 "T^II^ 9 ^ ^ an &*™W™ ln Cellulosacarbonato vom Typ CelMXM)R (R = N-Hydroxysuccinimidyi., 
p-NitrophanyK N4^oVo)cy^nofbomen^fficarboximldyI.) durch Reaktion von Phosgen und dan ontsprechonden 
^roxylverbindungen {Phenol, bzw. N-substituiertes Hydroxylamin) kann als aljgemein anwendbare Reaktion zur Aktivierunu 
von hydroxylgruppenhartigen Polymeran angesehen warden <Tab. 13). 9 
Das Ziel der Erfindung. tin iinfaches und okonomisches Verfahren zur Obartragung von Oxycarbonyigruppen auf 
hydroxylgruppenhrJtige Matrices mitiels svmmetrischer Kohlensaurediester. Ist Im wesemlrchen durch das foJnende 
ernndiingsgemaQe Markmal erraicht worden: Die roaktionsbeschiaunigende Wiring von supernucleophilen Amine n auf die 
AKtivierung von rv> droxylgruppenhaltlgen Matrices durch Obartragung von Oxycarbonyigruppen aus symmetrischen 
Koh ensaurediestern und deren Biidung aus Chlorarneisensaureestern durch EIrtwirkung von lertiaren Amfnen wie z a 
i netnyiamin usw. 

Die Itombination von carbonatbiidenden Basan und supernucleophilen Amfnen ermoglicht den EInsatz von Phosgen und 
P^bstituierten Kydroxylaminan bzw. Phenol oder von Chlorameisensauraestern als Mine! zur Ubertragung von 
Oxycarbonyigruppen anstelle dar maist schwerer zugfinglichen symmetrischen Carbonate. 

Irn Vergleich zur direxten Umsetzung von Chtorameisansauraestarn odar symmetrischen Kohlensaurodlestem gestattet der 
Einsatz <far suparnudaophilen Amino eine Herabsetzung der Raaktionstemperatur auf 4 bfs 2&-C und eine Verkurzuno der 
MaSSrt 10 ^ MlnUten * Ternpefaturen von 50 Ws 60"C wardan auch wenig reaktionsfahige Porymere in hohem 
r^ettl£ kl ^^ 98**atten auch die Aktlvierung von wenig strukturstabllen Polymeran wie Sepharosen oder 

per irn Vergleich zu bekanntan Verfahren hone Umsatz dor Reagenzlen (bis zu 80-90%) und der Einsatz billlger Rohstoffe 
bawirken eine wesenUlch verbessarte Okonomio des erfindungsgematten Verfahrens zur Aktivierung von 
^droxylgruppenhaltigBn Matrices. Die Anwandung dorerfindungsgemaB hargestenK* i aktivierten Matrices wurdeam Beispiel 
oer Koppiung von Amlnan wie aliphatischan Diaminen oder Polyaminen von Proteinen wie Concanavalin A, Ovomucoid 
Owinhibitor u.a. sowte i Enzyman wie Glucoseoxidase, Meerrettichperoxioaso und Trypsin oder Immunoglobulina und 
^Ukorpor sowteihren EinsaUalsAffin^^^ 
toeTragarvyie Cellulose 

m glattor Reaktion Thtokohlonsaure^^diaster, wie am Beispiel der Reaktion von akth/ierter Per Icollulose mil ThioaUcohol und 
Tnlophenol gezeigt werden konme. 
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AusfOnrungsbelspMe 

DieeffindunasflomaSoHerstelhjng vonaktiviertwi Matrices undderenReaktl on mltnudeophilen Reaktlonspartnern soli anhand 
foigender Beispiete eri&utert warden: 

Befepiell 

PerlceHulose wird durch Behendlung mit Wasser-Aceton-Gemischen steigenden Acetongehalts und wasserf reiem Aceton 
entwflssert Ein Volumen wasserf rater Perlcellulose wird In einem Volumen Aceton aufgenommen. In rlem 40pMol 
Dimetrwlamirtopyridln geldst wurden. Unter leichtem Schutteln wird portionswefse ein Milliliter ekier Acetonlosung von 
N.N'-BMS-nofbornen^-dicarboxirnidvl^carbonat {CO(ONBh) (80pMol/ml) hinzugegebon. Die Umsetzung erfolgt bei 
Raurmemperatur und wird 10 Minuten nach Beendlgung der Carbon atzugaba durch Absaugen der uberstehenden losung uber 
elne Glasfritte und grOndliches Waschan mit Aceton abgebrochen. Oar aktrvierteTrS gar enthfllt 860 pMol Carbonatgruppen pro 
Gramm wasserf reiar Cellulose. 

Die Bestimmung der Kopphingakapazitfit erfolgt durch Hydroryse des aktrviarten Trager* mit 0.1 N NH4OH und 
spektralphotometrische Bestimmung des abgespaltanen N Hydroxy-5-norborneiv2^-dicarboximids (HONB) bei 270 nm 
(c^M^Mol^cm" 1 ). 

Beispiel 2-7 

Perlcellulose wurde analog Beispiel 1 akUviert,s. Tab.1, Versuch Nr. 9, 11-15. 
Beteplel8-11 

Perlcellulose wurde analog Beispiel 1 ektiviert, s. Tab. 2, Versuch Nr. 1-4. 
Beispiel 12-14 

Die Aktivlerung wurde gamaB Belsriel 1 durchgefuhrt. s. Tab. 3, Versuch Nr.1-3. 
Beispiel 15 

Perlcellulose wird wle in Beispiel 1 beschrieben entwassert. Ein Volumen wasserf reiar Perlcellulose wird durch Waschen mit 
Acatonitri) von anhaftendem Aceton befreU und mit elnem Volumen Acetonitril, das 40pMol/ml Dimethyl aminopy rid in enthfllt, 
versetzt Die Umsetzung mit 40 pMol COIONB)^ ml Cellulose wird unter leichtem Schutteln innerhalb von 20 bis 60 Minuten bei 
Raumtemperatur durchgefuhrt Nach Abtrennen des Oberstandes und Waschen des Tragers mil Acetomtril wird zur E, mittlung 
der KopplungskapszltSt wie f olgt verfahren: elne Probe das akttvierten Tragers wird stufenweise mit Aceton-Wassergemischdn 
steigenden Wassergehalts und Wasser behandelt, mit Boratpuffer, pH8, 1 Bquilibriert und mtt Gtycln zur Reaktion gabracht Die 
ErmitUung des Ant ?its an kovatant gebu ndener Aminosdure wird nach Antoni et al. (Analyt. Biochem. 129 119831 G0-S3) durch 
ROcktitration des nlchtumgasetzten Grycins mit Trlnftrobanzotsulfonseure ermitteH. 
Kopplungskapazitat: 515pMol Glycin/g trockene Sepharose. 

BobplBl16bb17 

Entsprechenddem 8eispiel 15 wurde die Aktrvlerangsreaktion mit den in Tabelle 4, Versuch Nr. 3 und 4, eufgefuhiten 
losungsmrtteln vorgenommen. 

Beispiel 18 

Sepharose CM B wird stufenweise mit Wasser-Acalon-Gemrschen ststgenden Acetongehalts und wasserf reiem Aceton 
entwftssert Ein Volumen wasserf reler Sepharose CI-4 B wird mil elnem Volumen Aceton versetzt, in dem 46 pMol 
Dimethylaminopyridin und 43 pMol Trielhy lamtn pro Milliliter Trager geldst wur den. Unter Kuhlung auf 1 5°C und leichtem 
Schutteln wird 1 Volumen einer acetonfschen losung von COIONBfe (80 uMol/ml Sepharose) in kleinen Portionen 
hinzugegeben,sod8BdIeTemperaturdesReaM^ 

wird der Trager von der uberstehenden Losung abgetrenm und mit Aceton grundlich guwaschen. Zur ErmitUung der 
KoppJungskjpazU§t wird wie im Beispiel IS verfahren. 

Kopplungskapazitat: etwa 515pMoi Glydn/g trockene Sepharose. Die durch HONB-Abspaitung bestimmte Kopplungskapazitat 
betrSgt640pMol/g trockene Sepharose, 

Beispiel 1^-21 

Die In Tab. 5 aufgefuhrten Porymere wurden analog Beispiel 1 akuviert, s. Versuch Nr. 7, 9 und 10. 
Beispiel 22 

Die AktMerung von Polyethyienglykol 1 500 wird durch Zugabe von 30,4 mg CO(ON8) 2 zu einer losung von 1 g PEG 1 500 und 
4,4 mg DMAP in 3 ml Aceton bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Nach einer Reaktionszeit von 25 Minuten wird das PEG 1 500 mit 
Ather susgettllL Der Carbonatgehait des Produktes betragt 213pMot/g. 

Beispiel 23-25 

Die AktMerung von Perlcellulose wurde analog Beispiel 1 unter Einsatz verschledener Carbonate durchgef Ohrt, s. Tab. 6, Versuch 
Nr. 1-3. 
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Belspfel2B 

Perlcellulose wird in der in Belspie) 1 beschriebenen Wetee enlwflssen und in wasserfreiem Dioxan aufgenommen. 

Zu einem Voluman wasserfreler Cellulose wird aln Volurr.en Dioxan hfiuugefOgt, In wnlchem 2,6mMol Triethylamin und 

0.2 mMol DimathytamlnopyrMin pro Gramm trockener Cellulose geldst sind. Bel Raumtemperatur erfolgt unter teichtem 

Schutteln die portionswalse Zugebe von 2,1 mMol N«(ChlorcarbonyIoxy;-5-nor bornan-2,3-dicarboximld (CICOONB), geldst in 

einem Volumen wasserf reren Dioxans. Nach 20 MInuten 1st die Reaction beendet, die Oberstehende FIGssigkeit wird von der 

Cellulose abgesaugt und dar aktivierta Tr&ger ausglebia mtt Dioxan gewaschen. 

Der Substituti oregrad der aid Marten Cellulose btfi»«*y 1 400pMo) Carbonal pro Gramm t rock en e Cellulose. 

Baisplel 27-31 

Enlaorechend Belsplel 26 wurde die AktMerung von Per Icelhj lose vorgenommen, * Tab.7, Versuch Nr. 3-7. 
Befspi el 82-34 

Die AWJvierung von Perlcellulosn wurda, wie unter Baisplel 26 beschrisben, durchgefuhrt s. Tab. 8, Versuch Nr. 2-4> 
Belsplel 35-37 

AkUvierungen mit unterschiedlichem Chforameisansflureester-Einsau: wurden analog Beispiel 26 durchgefuhrt s. Tab. 9, 
Versuch Nr. 1-3. 

Babplel 38-44 

Die Aktivierung verschiedener Polymere wurda entsprechend Baisplel 26 vorgenommen, s. Tab, 10, Verauch Nr.2, 3, &-9. 
Belsplel 45 und 46 

Die Aktivierung wasserldslicher Polymere, die in Aceton oder Dioxan unldsiich slnd, wird analog Beispiel 26durchgaf Ghrt, wobei 
sIchdieAnwendungvonPyrldinansteJIevon DMAPals vorteilhafterwelst s. Tab. 10, Versuch Nr. 10 und 12. 

Belsplel 47 

1g Polyethylengrykol 1 500 (Farak) wird in 2ml trockenem Aceton geldst und lOmg DMAP und ISOpI Trielhylamin hinzugegeben. 
In dlese Losung warden unter standigem Schutteln bei Raumtemperatur innerhalb vc n 10 Minute n 200 mg (830 u Mo I) CI-CO- 
ONB, geldst in 2ml Aceton, eingetropfL Nach einer Reaktionszeft von 10 Minuten wi d die Reaktion durch Zugabe von 
Diethytether und Ausf Siten des PEG beendet Das aus Aceton umkrista 1 1 iaferte Produkt enthfl It 444 uMol Carbonatgruppen pro 
Gramm Trockensubstanz, s. Tab. 10. Versuch 11. 

Belsplel 48 

3ml elneasynthetischen hydroxylgruppenhalttgen Polymers (perttkuldres Mischpolyrisat aus Acrylnitril und Vinylalkohol) 
warden in 3 ml wasserf relem Pyrldln, dem 4. 5 mg Dlmethylaminopyrldin zugesetzt wurden, elne Stunde bei 50°C unter Schutteln 
mit 300 mg N-(Chlcrartanylo^5-rK>rb^ Nach Abtrennendes Oberstands, Waschen mit 

Aceton und Entfeman des Acetone kn Vakuum erhall man den ektrvierten Trfiger in wasserfreier Form. 
Durch Hydroryse in waBriger Ammonlakldaung und spektralphotomatrische Bestimmung des freigesetzten HDNB wurde die 
KopplungskapazitSt zu 94pMoM:OONB/Gramm Trockensubstanz ermittelt 

Belsplel 49 

Pertcelluloso wird, wie in Boispiel 1 beschrieben, entwfissert und in wasserf reiam Aceton aufgBnomman. 
Ein Volumen sedimenUerte Cellulose wtrd mil 1 Volumen Aceton, in dem 40pMc» N-Methylimldazol/ml enthalten sind. und 
217pMolTrlethylamin/mlverseUtund bei Raumtemperatur portionswelse 2,1 mMol/mlChlorameisensaureesler (CI-C0-0N8), 
geldst in einem Volumen Aceton, versetzt Zehn MInuten nach Beendigung der Reagenzzugabe bel Raumtemperatur wird die 
Reaktion durch Abtrennung des Oberstandes gestoppt Die Cellulose wird auf der Frhte mil trockenem Aceton gewaschen, dann 
stuf enweise in die waBrige Phase Oberfuhrt und die Kopptungskapezitat durch hydrolytlsche Abspaltung und 
spektralphotomeirische Bectimmung von KONB ermittelt 
Ergebnis: 607pMo1-CO-ONB pro Gramm trockene Perlcellulosa 

Belsplel 50-62 

In gleichar Weise wie unter Beispiel 49 beschrfeben, wurde die Eignung welterer supemudeophiler Amine fOr die Aklivierung 
von hydroxylgruppenhaltlgen Porymeren getestet, a. Tab. 11, Versuch Nr. 1, 3 und 4. 

Belsplel 53 

Perlcellulose wird, wie in Beispiel 1 angegeben, entwassert und in wasserf relem Aceton aufgenommen und zur vollstandigen 
Entfemung des Acetons grQndtlch mit wasserfreiem Aceton! tril gewaschen. Ein Volumen sedimenUerte Perlcellulose wird in 
zwei Volumina Acetonitril suspendiert worin 38pMol Dimetbytominopyrtdin, 320pMol Triethylamin, 160pMol N-Hydroxy -5- 
riorDornen.2^dicarboximtd (HONB) pro Milliliter Cellulose geldst sind. 

Durch portionswelse Zugabe einer 10%lgen Phosgenlosung in Totuen wird mit insgesamt IBOuMol Phosgen pro Milliliter 
Cellulose bei Raumtemperatur umgesetzt Nach Been cfigung der Phosgenzugaba wird weitere 10 MInuten geschuttelt und die 
Reaktion durch Absaugen des Oberstandes Ober elne Fritte und Waschen mit wasserfreiem Acetonitril beendet 
Ein Tell der ektrvierten Cellulose wird unmtttelbar mit einer Losung von Hexarnethytendiemln in Acetonitril umgesetzt und der 
Gehalt an f reien Aminogruppen des Tragers nach Antont el el. (Anal. Biocham. 1 29 (1983] 60-63} ermittelt. 
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^KopplunovonM-niarWertem^ 
BeitpM 84-66 

Entsprechend Belspfel SO wurde Perlcellulose akttvlert, a. Tab. 1 2. Versuch Nr. 2-4. 
Betsplel»7tind58 

iS^^h^ 6 ,' 50besch k ri f ^ WefeewurdedteElgnunBwartww^enoJelaw. N-subsliUiiertef Hydroxyzine (Qrdie 



Tabahel 

Umsetzung von Pertcetlulose mil symmetrischem Carbonat RO-CO-OR 



(R 



-N 



50 



) in Aceton {RBumtemperatur, ReaktionueH: 10 Minuton) 



Nr. 


Carbonat 
{uMol/ml 
sediment 
Cellulose) 


TEA 

(pMol/ml 
sediment. 
Cellulose) 


DMAP 
fuMcl/ml 
sediment. 
Cellulose) 


Pyrfdln 
(uMol/ml 
sediment 
Cellulose) 


Kopplungskapaate't 
<uMol-COOR/g 
trockene 
Cellulose) 


1 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 


80 # 

80 

80 

80 

80 

80 

80 

80 


40 
160 
66700 




40 
160 
9000 


74 


9 
10 
11 


80 
80 
80 




12 
40 
80 




370 

850-800 
805 


12 
13 
14 
15 


80 
80 
80 
80 


43 
43 
43 
43 


6 
12 
24 
48 




108 
488 
720 
780 


Heattionstdmperetu.: 70X. 53SWen = 



Tebelle2 

ReHrtion von symmetrlschem Kohlensaurediester RO-CO-OR 



(R 



- -00 



) 



mil Perlcellulose umer Einwu verschiedener supernucleophiler Amine. 

-mZ^ST: a^'/T^ 20 ft ? inUton ' WvMo) ^ me «'^^hlan8iuredlastar/ml M dimcnllarta Cellulose. 40uMol 
supsmucteophllM Amin/ml setfimenUerter Cellulose. LosvngsmHlel: Aceton) p 



Nr. 


supernucleoprtJlesAmin 


Kopplungskeperitfit 

(uMol-COOR/g trockene Cellulose) 


1 


Dlmethylarnlnopyrfdin 


880 


2 


MethyUmidezol 


210 


3 


Dlazab4cydol2.Z2]octan 


130 


4 


Ola«)blcyclo|5.4.0|undecen 


50 
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TabtUaa 

Reaktion von symmelrischem Kohtensmirodiester RO-CO-OR 

<r ■ -O0» 



mit Perteallulose In Abhangigkeit von der eingesetzten Manga an supemucleophilem Amtn (Dimelhylaminopy rioln) 
{Reaktionszeit: 20 Minuten, Raumtemperatur, Lo9urtgsmitUii:Aceton) 



Nr. 


KohJensfiuredJ aster 
{pMol/ml sedime/v 
tferte Cellulose) 


DMAP 

(uMol/mlsedimen- 
tiarte Cellulose) 


KopplungskapailtSt 
tuMol-COOR/g trockene Cellulose 


1 


80 


12 


370 


2 


60 


40 


930 


3 


BO 


80 


80S 



Tat. Bile 4 

Reaktion von symmelrischem Kohlensauredfester RO-CO-OR 

mit PerlceHufose in verschiedenen Lcsungsmlrteln (Reaktionszeit: 20 Minuten, Raumtemperatur, BOuMol Kohlansaurediaster/ml 
sedimentierte Cellulose, 40 uMoi DMAP/ml sedimentierte Cellulose) 



Nr. 


LdaungsmitteJ 


KopplungskapazitSt 
(uMol-COOR/g trockene Cellulose) 


1 


Aceton 


805-930 


2 


AcetonhriJ 


515 


3 


Dloxan 


733 


4 


Chloroform 


217 



TabaHeS 

Aktivierung verschiadener hydroxylgruppenhaltlger Polymere mit symmetrlschem Kohlenslui ediester RO-CO-OR 




Nr * Matrix Kopplungskapazitit 
' QiMol-COOR/g trockenes Polymer) 

6 Pericellulose (makropords) 800-900 

7 Pertcelluloae(mikropor6$) 66 

8 SepharoseCMB 540 

9 Sephtfdax Q-100 5 

10 Fractoge)T^KHW75IR 88 

11 Polye^hytertylycollSOO 213 



TsbeUeS 

Aktlvferung von PerfceJluIose mit verschfedenen symmetrfschen Carboneten 

(Raumtemperalur. ReaktionszeH: 20 Minuten, Ldsungsmittal: Aceton, 80 uMol symm. Carbonat/ml sedimenUerte Cellulose, 
40pMol DMAP/ml sedimentierte Cellulose) 



Nr. 


symm.Carbonat 


Kopplungskapazltat 






(uMol-COOR/g trockene Cellulose) 


1 


NX-OJauccinlmidyl- 


882 


2 


N,N^DJphthalimirfyl- 


108 


3 


p-NOrPhenyl- 


570 
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TabaJIe7 

Reaktlon von Chlorarneisensauraestern O-COOR 



( 



• ■ -oo> 



mitPerlcellufose 

(Raumtemperatur, ReakUonszeit: 20 Minuten, Losungsmlttel: Aceton) 



Nr. 



1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 



Chtorameisan- 

sfiureestGrdnMof/g) 

trot&enoCell.) 



TEA 

(mMol/g 
tr.CelL) 



OMAP 
«uMol/g 
tr. Cell.) 



Pyridin 

fuMol/g 

tr.CeH.) 



2,1 
2,1 
2,1 
2,1 
2,1 
2,1 
2,1 



3,0 

2,8 
2,6 



207 
207 
414 
828 



414 



Kopplungs- 

IcapazitSttpMol/g 

tr.Cell.) 



35 
104 

75 
130 
400 
530 
823 



TabdteS 

Umsetzung von Pericellulose mil Chlorameisensaureeater ChCC ,H 



(r ■ -CO 



Nr. 



DAMP 

(jiMol/g crockena Cellulose) 



1 

2 
3 
4 



Kopplungskepaiitat 
JuMol-COOR/g trockene Celulose) 



0 

20,7 
207 
414 



25 
150 
333 
590 



TabeRe* 

Abhdngigkeft rier Reaktion von Chlorameisensaureester RO-COCI 



(R 



-N 



mil Pericellulose vorn Estarainsatz (Temperatur: 5'C, ReakUonszeit: 20 Minuten. Losungsmittel: Acelon) 
~~* Nr. 



CNoramafsan* 
saureesier 
<mMol/g 

UockeneCelhJiose) 


TEA 
(mMol/g 

trockene Cellulose) 


□MAP 
(mMol/g 

trockene Cellulose) 


Koppiungs- 
kapeznfit 
(uMol-COOR/g 
trockene Cellulose) 


2,1 
4,2 


2,6 
5,2 
10,4 


0,2 
0,2 

Or? 


422 
522 
778 



TsballelO 

AktMerung verscniedenar hydroxylgruppanhalUger Potymere mit Chroramalsensfiureester CkCO-OR 

<« ■ -O0> 



jftaumlemperatuf. Reaktionszeit: 20 bis 60 Minuten. 2.1 mMcl Chtoramaisensaureester/g t/ockonsn Trtoar, 2 lOuMol DMAP/n 
UockenenTrScaf. 2.7mMolTrfethy| a ,«in/fl trocluinenTraoer, i-OaunBsmittel: Afiaton odar Dioxenr ^^^^^ " 
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Nr* Matrix Kopplungskepsiftot 
(liMol-COOR/gtrocfconerTragef/ 

1 Pertcellulose {makroporos) 820 

2 Per [cellulose (mikroporos) 50 

3 Cellu!osepulverMN300 355 

4 SepharoseC[«4B 1073* 
6 SephartexLH-20 444 

6 Spheroid 1QC0 452 

7 TrisecrylGl 2000 50 

8 ToyopesriHW-60 1385 ># 

9 Fractooe)TSKHW75(F) 780 

10 PotyvlnylsJkohol 21 1 ** 

11 Polytfrrylenglykol1500 462* 
12 SHP (Starkehydroh/sat) 44* f 



23mMol O-CCKOR; 3,6 mMol TEA; GOOuMol DMAP 
2,7 m Mcl Ct-CO-Oft; 3,5 mMol TEA; 27B (iMol DMAP 
2,1 mMoJO-CO-OR; 2,7 mMol TEA; 1 065 pMol Pyridln 
0.83 m Mot Ct-CO-OR; 1*0 mMol TEA; 80 pMoJ DMAP 
2.1 mMol CKX>-OR; 2.7 mMol TEA; 210 uMol PyrWin 

TabaUall 

Reaklion von Chlorarneteensaure ester ChCO-OR 




mft Perlcellulose unter Einsatz varschiedener supernudeophller Amino 

{Raumtemperatur, ReakUonszeH: 20 Mlnuten, 2.1 mMol CNoramelsansdureester/g trockana Cellulose, 210pMol Amin/g 
trockane Cellulose, 2,7 mMol Trlethy lam'tn/g trockana Cellulose, Ldsungsmittel : Aceton) 



3upernudaophflBs Kopp'ungskapazttSt 

Amln (pMol-COOR/g trockene Cellulose) 



1 Dimethylamlnopyridin 797 

2 N-Methylimrdazol 602 

3 Diatablcydo{2.2.2|octdti ISO 
4 DiazabicYdo{5.4.oiundecan 200 



Tabelle 12 

Akth/ferung von Perfceliulose durch Raaktion mit Phosgan und N-substituIertem Hydroxylamm HO-NR 2 




= IION0) 



?r. Gegenwart von tertlfiron Amlnen 

(Raumtemperatur, Reaktlonazeit: 20 Mlnuten, ldsungsmittel: AcetonUrii) 



Nr. 


Phosgeh 


HONB 


TEA 


DMAP 


Koppluftgskapazitat 




ftiMol*) 


(pMo4*) 


(uMolM 


(liMoJM 


(»iMot-COOR/g trockene 












Cellulose) 


1 


160 


160 


320 


36 


362 


2 


40 


320 


320 


36 


62 


3 


320 


320 


640 


72 


310 




160 


160 


160 


36 


325 



• pro ml sw^ntieiter Canutes©" 
LesungcmHte): CHCfe 



TabeK*13 

AktlvSerung von Perlcellulose r jrcb ReaMon mil Phosgen und unteischie ichen Phenolan bzw. N-substituierten 
KyoVoxytaminen (Raumtamperatur, Reaktionszeit: 20 Mlnuten, Ldsungsmitlel: AcetonUrii. 320pMolTrlethytamin/ml 
settmentierte Cellulose, 36pMolOMAP/mlsatfrrantIerte Cellulose, 160pMol Phosgen und IBOpMol Phenol bzw. 
N-substitulertes Hydroxylamln/ml sedlmentrlerte Cellulosel 
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Nr » Phenol bzw. N-subst Kopplungskapszitft 
Hydroxytomln (jiMol-COOR/g trockcna Cetfulose) 

1 N-Hydroxysucdnirmd 330 - — 

2 p-Nitrophenol 105 

3 N-Wydroxy-5-norbornotv 

2,3-dicarboximid 1H0NB ) 282 

BestSmmuno dar KopHungskapeatal durch Hydrolyse dor Trager mK AmmonlaUosung und spaVlfalphotomelrlscheM^sung 
desfrelgesotzten Phenols Oder der N-subsliluiarten Hydroxylamine. . 



